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Pin1         Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA-interacting 1 
GSK3                Glycogen synthase kinase 3 
ABC transporter     ATP-binding cassette transporters 
UV                  ultra violet 
MEF                mouse embryonic fibroblast  
Pin1-/-                          Pin1 knockout        
p53-/-                            p53 knockout          
FoxO3               Forkhead Box O3 
AMPK               AMP-activated protein kinase 
FBS                  Fetal bovine serum 
DMSO               Dimethyl sulfoxide 
SDS                  Sodium dodecyl sulfate 
PAGE                Polyacrylamide gel electrophoresis 













である。Peptidyl prolyl cis/trans isomerase NIMA-interacting 1 (Pin1)はリン酸
化されたセリン/スレオニンに続くプロリンを特異的に認識し、異性化を触媒







に相互作用の知られている因子としても、p53 や c-Myc などの転写因子、



































 ドキソルビシンなどの抗癌剤や UV によってもたらされる DNA 損傷に対し
て、Pin1 は p53 依存的にアポトーシスの誘導を促しており、Pin1-/-マウスの線
維芽細胞（MEF）では薬剤感受性が低くなることが知られている 4,5。一方で、
Pin1+/-p53-/-および Pin1-/-p53-/-の MEF に対しドキソルビシンを暴露した際に
も Pin1 が欠損している方で薬剤感受性が低いことを当研究室で明らかとして




 当研究室では、その原因を探るために ABC トランスポーターなどが担う薬
剤排出能を解析し、Pin1-/-p53-/-MEF の方では高い薬剤排出能を有しているこ
とを明らかとしていた。そこでこれら MEF における P 糖蛋白質の発現量を解




 P 糖蛋白質(P-glycoprotein、P-gp)は 12 回膜貫通ドメインおよび 2 つの ATP
結合ドメインを有する ATP 依存的な化合物排出ポンプであり、mdr-1 遺伝子






 薬剤暴露された細胞では、いくつかの転写因子を介して P 糖蛋白質遺伝子の
転写が誘導され、薬剤の排出を行う。 
 
【Forkhead Box O3】 
 DNA 結合領域である Fork head domain を有する FoxO3 は、DNA の
(G/C)(T/A)AA(C/T)AA 領域を認識し転写を制御する因子である 8。FoxO3 は
アポトーシスや酸化ストレス、細胞周期など非常に様々なシグナルに関与して
おり、老化や寿命を左右する因子とされている 9,10。FoxO3 の活性は AKT や
PI3K、AMPK など様々なキナーゼによるリン酸化によって制御されている
他、アセチル化やメチル化などの修飾によっても制御されている 11。そして
FoxO3 は P 糖蛋白質遺伝子の転写も促すことが報告されている 12。 
 
【目的】 










MB-231（ヒト乳腺癌株）および HEK293 細胞（ヒト胎児腎細胞）は全て １
０％FBS、１％ペニシリンストレプトマイシン（ナカライテスク）含有
DMEM 培地（ナカライテスク）を用いて 37 °C、５％CO2インキュベーター
内で培養した。 
・薬剤処理 





ファー（62.5 mM Tris-HCl、5% スクロース、2% SDS、5% βメルカプトエ
タノール、pH 6.8）あるいは RIPA バッファー（25 mM Tris–HCl, pH7.6, 
150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% sodium deoxycholate, 1% SDS）に溶解しソニケ
ーション後 20,600 × g、4 °C にて 10 分遠心し上清をサンプルとして回収し
た。SDS－PAGE 後、PVDF 膜に転写し、下記の抗体を用いてたんぱく質の発
現を解析した。Anti-Pin1 antibody（Cell Signaling Technology）、Anti-MDR1 
antibody（santa cruz biotechnology）。二次抗体には HRP conjugated secondary 
antibody を用いた。検出には chemiluminescence を用い、バンドは LAS-3000
（Fuji Film）を用いて確認した。 
・GST-pull down assay 
foxo3 vector をトランスフェクションした HEK293 細胞をプロテアーゼインヒ
ビターカクテル（ナカライテスク）およびホスファターゼインヒビターカクテ
ル（ナカライテスク）の入った Lysis バッファー（50 mM Tris–HCl, pH7.6, 
50 mM NaCl, 1% NP-40, 5 mM EDTA）に溶解しソニケーション後 20,600 × 
g、4 °C にて 30 分遠心し上清をサンプルとして回収した。ライセート、GST
蛋白質または GST-Pin1 蛋白質、およびグルタチオンアガロースビーズ
（QIAGEN）を Binding バッファー（20 mM Hepes pH8.0, 5 mM EDTA, 50 





antibody（Cell Signaling Technology）、Anti-FKHRL-1 (=FoxO3) antibody
（santa cruz biotechnology）。二次抗体には HRP conjugated secondary 
antibody を用いた。検出には chemiluminescence を用い、バンドは LAS-3000
（Fuji Film）を用いて確認した。 
・共免疫沈降法 
MCF7 細胞を IP buffer（50 mM Tris-HCl、150 mM NaCl、0.5％ sodium 
deoxycholate、1% NP-40、0.1% SDS、pH 8.0）に溶解した。ライセートに
anti-FKHRL1 antibody または normal rabbit IgG (santa cruz biotechnology)を
加え 4°C にてオーバーナイトでインキュベートした。その後 protein A/G 
plus agarose (santa cruz biotechnology)を加え 2 時間インキュベートし、ビーズ
を 3 回洗浄後溶出し Western blotting を行った。 
・FoxO3 レポーターアッセイ 
96well plate に播種した HEK293 細胞に foxo3 vector、pin1 vector、そして
FoxO3 レポーターベクター（BPS Bioscience）をトランスフェクションし、48
時間後に回収した。ルシフェラーゼアッセイには dual luciferase reporter assay 
system (Promega)を用いて、プロトコールの指示に従い行った。 
・統計解析 






１． 癌細胞株における Pin1 と P 糖蛋白質の相関関係 
 
1－1 緒言 
これまでに本研究室では MEF を用いた研究から、Pin1-/-マウスでは P 糖蛋白
質の過剰な発現が明らかとなっていた。そこで、癌細胞株においても Pin1 と P







1－2 各種癌細胞株における Pin1 と P 糖蛋白質の発現解析  
各種癌細胞株を 48 時間培養後ライセートにし、Pin1 および P 糖蛋白質の発
現量を Western blotting により解析した（Fig. 1A）。P 糖蛋白質はおよそ 130 kDa
～180 kDa の分子量の位置に見られ、その大きさは修飾状況により変化する。そ
の位置のバンド全てを P 糖蛋白質として Pin1 の発現量とともに定量を行い、相
関グラフを作成した。その結果、Pin1 の発現が多いほど P 糖蛋白質の発現量は
減少している傾向が見られた（Fig. 1B）。また、いくつかの癌細胞株を用いてド




 癌細胞株において Pin1 の発現量が多いと P 糖蛋白質の発現量は低い逆相関
を示す結果は、MEF において Pin1 が P 糖蛋白質の発現を抑制するというこれ
までの当研究室で明らかとなっていた研究結果と一致する。さらに抗癌剤であ
るドキソルビシンによる P 糖蛋白質の誘導に対して、より強い Pin1 と P 糖蛋





２． Pin1 による転写因子 FoxO3 の活性制御 
 
2－1 緒言 
 P 糖蛋白質の転写を制御する因子の一つに p53 が存在する。p53 は P 糖蛋白
質の発現を抑制する作用を持ち 13、さらに Pin1 はリン酸化 p53 に作用するこ
とで安定化を促すことが知られている 14。従って、Pin1 が p53 を介して P 糖
蛋白質の発現を抑制していると考えられたが、当研究室ではこれまでの研究か
ら p53 非依存的に Pin1 が P 糖蛋白質を制御していることが示唆されていた。
そこで、P 糖蛋白質の転写を促進する因子であり、リン酸化による活性制御を
受けている FoxO3 に着目した。FoxO3 と Pin1 の相互作用に関しては、結合す
る事のみが報告されている 15。 
 
2－2 Pin1 と FoxO3 の結合解析 
 まず初めに、Pin1 と FoxO3 の結合を確認することとした。HEK293 細胞に
pflag-foxo3 vector を導入し FoxO3 を過剰発現させライセートにした後、精製し
た GST-Pin1 を用いて pull down assay を行った。また、Pin1 W34A 変異体をネ
ガティブコントロールとして用いた。WW ドメイン中に存在する 34 番目のトリ
プトファンに変異を入れることで Pin1 はリン酸化基質との結合能を失う。その
結果、野生型の Pin1 でのみ FoxO3 との結合を確認することができた（Fig. 2A）。 
 次に、内在性の Pin1 と FoxO3 の結合も確認するため、乳癌細胞株 MCF7 を
用いて共免疫沈降を行った。MCF7 ライセートに anti-FoxO3 antibody を加え、
免疫沈降を行った後、ウェスタンブロットにより Pin1 を検出した。その結果、
内在性の Pin1 と FoxO3 も相互作用を有していることが確認できた（Fig. 2B）。 
 
2－3 Pin1 による FoxO3 の転写活性能制御解析 
 Pin1 と FoxO3 の結合を確認できたことから、次に Pin1 による FoxO3 の機
能制御を解析した。HEK293 細胞に pflag-foxo3 vector、FOXO luciferase 
reporter vector、と empty vector, pin1 vector または pin1 w34a vector のいずれ
かを導入し FoxO3 と Pin1 を共発現させ、それぞれの細胞のルシフェラーゼ蛍
光を測定した。その結果、野生型 Pin1 を共発現させた際に蛍光の減少が見ら
れ、Pin1 が FoxO3 の活性を抑制していることが明らかとなった（Fig. 2C）。 
 
2－4 考察 
 Pin1 と FoxO3 の結合に関して、pull down および免疫沈降法により確認がで
きた。さらにいくつかの既知 FoxO3 リン酸化サイトに対して変異（S173A, 
S325A, S344A, S425A, S574A）を入れ Pin1 との結合サイト同定を試みたが、




ファミリーの FoxO4 に対して、Pin1 が複数個所に結合している可能性が示唆
されていることから 15、FoxO3 に対しても複数のリン酸化サイトに Pin1 が結
合している可能性が示唆される。 
 また、本実験から FoxO3 の転写活性能を Pin1 が抑制していることが明らか
となった。FoxO3 によって P 糖蛋白質の転写が促進されることから、Pin1 が





   
 本研究では癌の薬剤耐性獲得で問題視されている薬剤排出ポンプ P 糖蛋白質
の発現制御と Pin1 の関係について調べてきた。癌細胞において Pin1 と P 糖蛋










 本研究で着目した FoxO3 は先に述べたように、様々なストレスに応答して
細胞周期やアポトーシス、オートファジーなどを制御し、寿命に関与してい
る。FoxO3 は Pin1 による活性制御を受けることが明らかとなったことから、
薬剤耐性以外の FoxO3 関連シグナル伝達に関しても Pin1 が重要な働きを担っ
ている可能性が示唆された。 
 また、Pin1 は転写因子 Pu.1 を介してグラム陰性菌によってもたらされるエ
ンドトキシンショックを防ぐ働きを有することも我々の研究室で明らかにして






































近年、MAPs の一つである tau 蛋白質が血小板中に存在していることが報告さ
れており 21,22、従って胞体突起形成に tau も関与していると考えられた。 
 
【tau】 
MAPs の一種である tau は脳で多く発現し、微小管重合を促進したり、微小












剰にリン酸化された tau が凝集した状態にあることから 26、適切な微小管制御
機構には tau の構造制御やリン酸化制御が重要であると考えられる。 
 
【tau と Pin1】 
Pin1 は tau との関わりも深い。tau はリン酸化によって機能が抑制される
が、Pin1 はリン酸化 tau に作用することで脱リン酸化酵素の働きを促進させ、
tau の脱リン酸化を誘導させる 27,28。さらに Pin1 はリン酸化 tau に作用するこ
とで、脱リン酸化を介すことなく直接 tau の微小管重合促進作用を促進するこ
とが報告されている 29。さらに Pin1-/-マウスでは軸索の形成が不安定であるこ
と 27、そしてアルツハイマー病患者の脳では Pin1 が不活性化の状態であるこ

























レプトマイシン含有 RPMI 1640 培地を用い、マウス骨髄由来巨核球は RPMI 
1640 培地を用いて 37 °C、５％CO2インキュベーター内で培養した。 
・Flow Cytometry解析 
マウス大腿骨および脛骨から抽出した骨髄細胞あるいは Meg-01 細胞を PBS に
懸濁し、骨髄細胞を（anti-CD41 conjugated with FITC、anti-CD61 
conjugated with PE）で、Meg-01 細胞を（anti-CD41 conjugated with FITC、
anti-CD61 conjugated with PerCP-Cy5.5）で on ice 30 分静置しラベルした。




た。バルプロ酸は終濃度 2 mM で使用した。胞体突起を形成した Meg-01 細胞
の数は顕微鏡を用いてカウントした。 
・shPin1 RNA 
Pin1 のノックダウンは lentiviral pLKO.5 vector (Sigma-Aldrich)を用いた。
Human Pin1 特異的な標的配列を次に示す。shPin1-1: 5’-
cggctacatccagaagatcaagt-3’; shPin1-2: 5’-gccatttgaagacgcctcgt-3’。またコントロ
ールには次の配列を選択した。 shcontrol: 5’-caacaagatgaagagcaccaa-3’。レン
チウイルスは HEK293T 細胞を用いて産生し、濃縮溶液（終濃度 32％ 
PEG6000、終濃度 40 mM Hepes、 終濃度 400 mM NaCl）を加え 2,380 × g
で 1 時間、４°C で遠心し、ウイルスを濃縮した。このウイルス濃縮液を培養
中の Meg-01 細胞培地中に添加してウイルスを Meg-01 細胞に感染させた。感






ファー（62.5 mM Tris-HCl、5% スクロース、2% SDS、5% βメルカプトエ
タノール、pH 6.8）に溶解しソニケーション後 20,600 × g、4 °C にて 10 分
遠心し上清をサンプルとして回収した。SDS－PAGE 後、PVDF 膜に転写し、
下記の抗体を用いてたんぱく質の発現を解析した。Anti-Pin1 antibody（Cell 
Signaling Technology）、AT180、AT8 antibody（Thermo Fisher Science）、
Tau1 antibody（Chemicon）、Tau5 antibody（BD bioscience pharmigen）。二
次抗体には HRP conjugated secondary antibody を用いた。検出には
chemiluminescence を用い、バンドは LAS-3000（Fuji Film）を用いて確認し
た。 
・半定量 PCR 
Total RNA は TRI reagent ®（Molecular Research Center）を用いて回収した。
cDNA の合成は PrimeScript™ II 1st strand cDNA Synthesis Kit（TAKARA）





6 日間バルプロ酸に暴露された Meg-01 細胞をプロテアーゼインヒビターカク
テルおよびホスファターゼインヒビターカクテルを加えた IP buffer（50 mM 
Tris-HCl、150 mM NaCl、0.5％ sodium deoxycholate、1% NP-40、0.1% 
SDS、pH 8.0）に溶解した。ライセートに Dynabeads protein G（Veritas）お
よび anti-Pin1 antibody（R&D systems）または normal mouse IgG（Santa 
Cruz Biotechnology）を加え 4 °C で 2 時間インキュベートした。その後ビー
ズを 3 回洗浄後溶出し Western blotting を行った。tau の検出には Tau 
antibody  (H-150)（Santa Cruz Biotechnology）を用いた。 
・細胞由来 tau の精製 
HEK293T 細胞に tau+empty/pin1 vector をトランスフェクションし 48 時間後
に細胞を回収した。RAB buffer（100 mM MES, 20 mM NaF, 0.5 mM Na2VO4, 
0.75 M NaCl, 0.5 mM PMSF, プロテアーゼインヒビターカクテル, 10 mM 
DTT）に懸濁後、10 分間煮沸した。20,000 × g  4 °C で 20 分遠心後、上清
に終濃度 2.5％ 過塩素酸を加え 25 分間氷上に静置した。その後 20,000 × g  
4 °C で 20 分遠心し、上清に終濃度 10％トリクロロ酢酸を加え 25 分間氷上に
19 
 
静置した。20,000 × g  4 °C で 20 分遠心し、得られた沈殿を 100％エタノー
ルで 2 回洗浄し、PIPES buffer（100 mM PIPES、5mM EGTA、2 mM 
MgCl2、pH 6.9）に溶解させた。 
・tubulin 精製 




350 nm 吸光（O.D.350）を測定する方法である。25 µM の精製 tubulin および
0.1 µM の HEK293T 細胞由来精製 tau を PM buffer（100 mM PIPES、5 mM 
EGTA、2 mM MgCl2、1 mM GTP、pH 6.9）に加え、時間経時的に O.D.350を
測定した。 
・統計解析 
統計的数値は means ± SD あるいは means ± SEM で表した。また統計的優
















カーである CD41 と CD61 を発現し、成熟に伴いその発現は増加していく 33。
そこで野生型と Pin1-/-マウスの骨髄細胞における CD41 および CD61 の発現量
を解析し、巨核球系細胞数を比較することとした。 
 
1－2 flow cytometry による巨核球系細胞の割合解析 
野生型と Pin1-/-マウスそれぞれ 3 個体ずつの大腿骨および脛骨から抽出した
骨髄細胞を CD41 抗体および CD61 抗体にて染色し flow cytometry によってそ
の発現量を解析した。すると、野生型マウスの骨髄細胞中に含まれる巨核球系細
胞の割合は大腿骨（5.6 ± 0.5 %）、脛骨（6.4 ± 0.3 %）であったのに対し、Pin1-













２． Pin1 は胞体突起形成を促進する 
 
2－1 緒言 





 巨核芽球細胞株である Meg-01 細胞は通常、未成熟の状態で浮遊し数％が接
着および胞体突起を形成している細胞群であるが 34、バルプロ酸の投与により




 そこで Meg-01 細胞を用いて Pin1 が胞体突起形成に与える影響を解析するこ
ととした。 
 
2－2 胞体突起形成における Pin1 の機能解析 
 Meg-01 細胞が胞体突起を形成するにあたり、Pin1 が関与しているかを解析
するため、レンチウイルスを用いて Pin1 ノックダウン Meg-01 細胞を作製した。
pin1 の配列のうち異なる 2 か所の部位をターゲットとしてプラスミドを作成し
（shPin1-1,shPin1-2）、Pin1 ノックダウンを行った。レンチウイルスを感染させ
ていない細胞（no infection）、および non targeting な配列に対するノックダウ
ンを行った細胞（shControl）に対して、Pin1 ノックダウンを行った細胞では Pin1
の発現低下が確認できた（Fig. 6A）。 
次に、胞体突起形成に至るまでの CD41,CD61 の発現に Pin1 が影響を与えて
いるのかを解析した。コントロールおよび Pin1 ノックダウン細胞に 2 mM バ
ルプロ酸を 3 日間処理し、anti-CD41 antibody, anti-CD61 antibody を反応させ
た後、Flow cytometry を用いてそれらの発現量を解析した。その結果、Pin1 を
ノックダウンすることで CD41,CD61 の発現量低下がみられた（Fig. 6B）。一方
で Pin1 を過剰発現させた場合には（GFP も共発現するベクターであり CD41
抗体に付加されている FITC と波長が重なるため、CD61 抗体でのみ測定した）、
CD61 の発現増加が見られた（Fig. 6C,D）。 
そこで Meg-01 細胞の胞体突起形成に Pin1 が影響を与えているのかを解析し








CD41 および CD61 の発現増加とそれに伴う胞体突起形成の増加が確認できた。
そこでこの実験系を用いて Pin1 の影響の解析を行った。Pin1 をノックダウン


















れていることから 21,22、その前駆細胞でもある巨核球でも tau は発現し、胞体









3－3 胞体突起形成に伴う tau の発現誘導 
 次に tau の発現を半定量 PCR およびウェスタンブロットにより解析した。
その結果、バルプロ酸処理により tau の転写が誘導されていることが明らかと












４． Meg-01 細胞における tau と Pin1 の相互作用 
 
4－1 緒言 
 Meg-01 細胞において tau の発現が確認できたことから、Pin1 との相互作用
を解析することとした。序論で述べた通り、Pin1 はリン酸化 tau の異性化を触
媒することで脱リン酸化酵素である PP2A による tau の脱リン酸化作用を高め
る働きを有していること 28、リン酸化 tau に結合することで直接 tau の機能を
高めること 29 が知られている。そこで Meg-01 細胞における Pin1 と tau の結
合および tau のリン酸化状態に着目することとした。 
 
4－2 Pin1 と tau の結合解析 
 バルプロ酸処理した Meg-01 細胞をライセートにした後、Pin1 抗体で免疫沈
降を行い、ウェスタンブロットにより Pin1 と結合する tau の存在を確認し
た。その結果、Pin1 と tau の結合が確認できた（Fig. 8A）。 
 
4－3 Pin1 ノックダウンによる Meg-01 細胞内 tau への影響解析 











 Pin1 と tau の結合が確認できたことから、Meg-01 細胞内において Pin1 は
tau の微小管重合促進作用を高めていることが考えられた。また Pin1 をノック
ダウンした際、高分子 tau の増加が確認できた。tau はリン酸化を受けること
によって高分子側へとバンドシフトする。そこで Pin1 をノックダウンした
Meg-01 細胞ではリン酸化の進んだ tau が蓄積していると考え、脱リン酸化処
理を行ったところ、高分子 tau の消失および tau の低分子側へのバンドシフト
が見られた。従って Pin1 は tau の脱リン酸化を促進していることが明らかと
なった。しかしながら、アルツハイマー病患者の脳で確認されるような主な




から(data not shown)、アルツハイマー病病態とは異なる生理的な tau のリン酸
化が示唆された。 





５． 細胞内において Pin1 は tau の機能を高める 
 
5－1 緒言 
 細胞内において Pin1 によるリン酸化 tau の脱リン酸化誘導が起きることは
これまでにも報告されてきたが、この作用により tau の機能がどのように変化
しているのかは不明であった。そこで細胞内 tau の機能に Pin1 が与える影響
を in vitro の実験系を利用して解析することとした。 








5－2 細胞内における tau の機能に Pin1 が与える影響の解析 
 最初に HEK3293T 細胞に tau vector および control or pin1 vector をトラン
スフェクションし、ウェスタンブロットにより tau のリン酸化を比較した。
pS202, pS205 は AT8 抗体、pT231 は AT180 抗体、pS396, pS404 は PHF1 抗
体、total tau は Tau5 抗体を用いて検出した。その結果 Pin1 の共発現によりリ
ン酸化 tau の減少が確認された。（Fig. 9A） 
次に、先ほどと同様に HEK293T 細胞に tau vector および control or pin1 
vector をトランスフェクションした後、tau の精製を行った。この細胞由来 tau
を濁度法の系に加え O.D. 350をモニタリングした結果が Fig. 9B である。ま
ず、チューブリンのみ(control)に比べ tau を加えた方がより速い濁度上昇が確
認できた。また、tau のみを発現させた場合(tau)に比べ Pin1 を共発現させた
方(tau＋Pin1)がより速い濁度上昇が見られた。 





 Meg-01 細胞に内在する tau は量が少なく、トランスフェクション効率も非
常に低かったため、本実験では HEK293T 細胞を用いた。濁度法および暗視野
顕微鏡観察の結果から、濁度の結果は微小管の形成を反映していると考えた。




を行っているため、精製した tau 中には活性を有する Pin1 は存在しないもの
として考えられる。従って、本実験で見られた微小管重合の差は、ウェスタン
ブロットで確認された tau のリン酸化程度の差によるものだと考えられる。 



















【胞体突起形成における tau と Pin1】 
巨核芽球細胞株 Meg-01 細胞において胞体突起形成を誘導した際、MAPs の











【巨核球 tau と血小板 tau のリン酸化状態】 
tau とリン酸化との関係はアルツハイマー病研究で進められており、アルツ
ハイマー病病理で確認されるような tau リン酸化抗体をいくつか用いて(pS202, 
pT205, pT231, pS262, pS396)巨核球 tau のリン酸化サイト解析を行ったが、ど
れもバンドは検出されなかった。しかしながら脱リン酸化処理を行うことで
tau のバンドシフトが確認されたことから、生理的な tau のリン酸化サイトが
存在することが示唆された。興味深いことに、血小板 tau では T231 のリン酸









告されている 44。このことからも、血小板活性化において tau が何らかの機能
を有していると考えられる。また、Pin1 は tau の脱リン酸化を促進させること

























 本研究では胞体突起形成に着目し Pin1 による tau を介した微小管制御を研
究してきたが、こうしたアプローチからの基礎的知見の積み重ねは、アルツハ
イマー病発症メカニズムにも繋がると私は信じている。また、Pin1 は tau 以外





















進させる働きを担っている 54。従って P 糖蛋白質の発現や血小板産生制御に異
常が生じることは、たとえ正常状態では異常が見られなくとも、様々な疾患に
関係してくることが予想される。本研究で明らかとなった Pin1 と P 糖蛋白
質、そして血小板産生への関与は炎症反応において重要な役割を担っている可
能性が示唆される。Pin1-/-マウスではエンドトキシンショックを起こしやすい
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Fig.1(A)(B) Comparison between P-gp and Pin1 expression levels of 
cancer cell lines. (A) The expression of P-gp and Pin1 was detected 
using western blotting. (B) The scatter plot was prepared from the 












































Fig.1(C)(D) Comparison between P-gp and Pin1 expression levels of 
cancer cell lines. Cancer cell lines, HT29, HCT116, SKBR3 and MDA-
MB-231 were treated with 0.4 μg/ml doxorubicin (DXR) for 0 and 
24 h. (A) The expression of P-gp and Pin1 was detected using 
western blotting. (B) The scatter plot was prepared from the 





















Fig. 2A Fig. 2B
Fig. 2(A) HEK293 cells were transfected with flag-FOXO3 plasmid and 
cultured for 48 h. The cells were lysed and subjected to pull down assay 
using Pin1-GST-beads. The FoxO3 bound to Pin1-GST- and GST-beads 
was analyzed by the western blotting. (B) Co-immunoprecipitation 
analysis of endogenous Pin1 and FOXO3 in MCF7 cells. The precipitated 
proteins by anti-FOXO3 antibody were analyzed by western blotting 
using anti-Pin1 and anti-FOXO3 antibodies respectively. 
Fig. 2C
Fig. 2(C) Luciferase assay for FOXO3 promoter in the HEK293 cells-











Fig. 3 By treatment with anti cancer drug, efflux pump P-gp is induced  
via FoxO3. Pin1 suppresses P-gp expression by reducing FoxO3 activity.
Megakaryoblast Proplatelet plateletMegakaryocyte
CD41,CD61
Fig. 4 Megakaryoblasts differentiated from hematopoietic stem cells are matured accompanied with 
multinucleation and expansion of cytoplasm. Mature megakaryoblasts are called megakaryocytes. 
Megakaryocytes form proplatelets, and produce platelets by cytoplasmic fragmentation. It is essential 











































Fig. 5(A) CD41 and CD61 expression on WT and Pin1-/- bone marrow 
cells were analyzed by flow cytometry. (B) The average of the 
percentage of megakaryocytic cells in three mouse bone marrow cells. 

































Fig. 6 (B) Meg-01 cells were treated with valproic acid for 3 days and 
then CD41 and CD61 expression on the cells were analyzed by Flow 
cytometer.
Fig. 6(A) Knockdown of Pin1 in Meg-01 cells by shRNA. The lentivirus 
carrying the control (shControl) and the shRNA targeting different sites 














Fig. 6(C) Western blot analysis of Pin1 of the Meg-01 cells infected with 
MOCK and lentiviral Pin1. (D) Expression of CD61 of Meg-01 cells-
infected with control and lentiviral Pin1 in response to valproic acid 






























Fig. 6(F) The ratios of Meg-01 cells with proplatelets. Data represent 
mean ± SD of three independent experiments. Dunnette's test. 
Fig. 6E
Fig. 6F
Fig. 6 (E) Representative micrographs of the control and Pin1 
knockdown Meg-01 cells in response to valproic acid. Arrows indicate 













Fig. 7(A) Photomicrographs of nocodazole-treated Meg-01 cells in 
response to valproic acid. Meg-01 cells were treated with 0 and 5 µM 
nocodazole for 30 min were stimulated with valproic acid. Scale bar 
indicates 50 µm. 
Fig. 7A
Fig. 7B Fig. 7C
Fig. 7 (B)(C)Tau was induced by treatment with valproic acid. (B) cDNA 
was prepared from Meg-01 cells treated with or without valproic acid. 
RT-PCR was performed using human tau specific primer.   (C) Meg-01 
cells treated with or without valproic acid was lysed, and the expression 

























Fig. 8(A)Meg-01 cells treated with valproic acid for 6 days were lysed 
and subjected to immunoprecipitation using normal mouse IgG or Pin1 
antibodies. Immunoblotting was performed with the TauH150 antibody. 
(B) Meg-01 cells-infected with shControl, shPin1-1 and shPin1-2 were 
treated with or without valproic acid for 3 days. The cells were lysed 
and the expression of tau were analyzed by western blotting with Tau1 
antibody. Arrow indicates high molecular weight tau.
Fig. 8(C) The lysates prepared from Meg-01 cells stimulated with 
valproic acid for 3 days were treated with bacteria alkaline phosphatase 
(BAP) for 3 hrs. Tau was detected with Tau1 antibody. Arrow indicates 







































Fig.9(A) HEK293T cells were transfected with tau with/without pin1
plasmid for 48h. Pohsphorylation of Tau was analyzed by 
immunoblotting with AT8 (pS202, pT205), AT180 (pT231), PHF1 
(pS396, pS404), Tau5 (total Tau) antibodies (left). Quantification of 
Tau phosphorylation levels (right). Data represent mean± SD of 




















Fig. 9(B) Transfected tau with/without Pin1 in HEK293T cells were 
purified, and the activity was analyzed by microtubule polymerization 
assay. 0.1 µM tau (square) or tau cotransfected with pin1 (triangle) was 
mixed with 25 µM tubulin and the turbidity was monitored at 350 nm 
for 60 min. Control (circle) indicates without tau.
Fig. 9C
Fig. 9(C) The samples of Fig. 9(B) 
were analyzed with a dark field 








Fig. 10 During proplatelet formation, microtubule associated protein tau is induced. Pin1 promotes 
proplatelet formation by interacting with tau. 
Fig. 10
